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^= (54) Title: BI-FUNCTIGNALISED METALLOCEl^ES USE FOR 14ARKING BIOLOGICAL MOLECULES 

^= (54) Titre : METALLOCENES BIFONCTIONNALISES, UTILISATION POUR LE MARQUAGE DE MOLECULES BIOLO- 
GIQUES 

(57) Abstract: The invention relates to bi-functionalised metallocenes of general 
formula (I) where Me = a transition metal, preferably chosen from Fe, Ru and 
Os, Y and Z, when identical are selected from -(CH2)n-0-, (CH2)-0-[(CH2)2-0]p- 
and -(CH2)q-CONH-(CH2)r-0-, or Y = -(CH2)s-NH- and Z = -(CH2)t-COO-, n = 
n\ a whole number from 3 to 6 inclusive, p = a whole number from 1 to 4 inclu- 

de sive, q = a whole number from 0 to i2 inclusive, r = a whole number from 0 to 

2 inclusive, s = a whole number from 2 to 5 inclusive, t = a whole number from 

3 to 6 inclusive, R and R* = H atoms or are protective groups used in oligonu- 
cleotide and peptide synthesis, where at least one of R or R' is a protective group 
used in oligonucleotide and peptide synthesis and R and R' are as defined be- 

^= low: (i) when Z and Y are selected from (CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- and 

-(CH2)q-CONH-(CH2)r-0-, then R and R' are protective groups used in oligonucleotide synthesis and R is a group which can leave a 
^= free OH group after deprotection, preferably a photolabile group such as monomethoxytrityl, dimethoxytrityl, /-butyldimethylsilyl, 

acetyl or trifluoroacetyl, and R' is a phosphorylated group which can react with a free OH, preferably a phosphodiester, phospho- 
rs ramidite or H-phosphonate and (ii) when Y = -(CH2)s-NH- and Z = -(CH2)t-COO-, then R is a protective group used in the synthesis 

of peptides and is an amino-protecting group, preferably 9-fluorcnyloxycaibonyl,^-butoxycarbonyl or benzyloxycarbonyl and R' = 

H. The above is applied in marking. 

(57) Abr^g^ : La pr^sente invention a pour objet des metallocenes bifonctionnalises de Formule generate (I) dans laquelle Me 
^ represente un metal de transition, de pi^fiSrence choisi parmi Fe, Ru et Os, Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CUzX-O-, 
^ (CH2)-0-[(CH2)2-O]p- et -(CH2)q-CONH-(CH2)r-0-, ou bien Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2),-COO-. n est un nombre entier com- 

pris entrc 3 et 6, p est un nombre entier compris entre 1 et 4, q est un nombre entier compris entrc 0 et 2, r est un nombre entier 

compris entre 0 et 2, s est un nombre entier compris entre 2 et 5, t est un nombre entier compris entre 3 et 6, R et R' reprdsentent des 
QO atomes d*hydrog^ne ou sont des groupements protecteurs utilises dans la synthase des oligonucleotides et des peptides, etant entendu 

que Tun au moins de R ou R' est un groupement protecteur utilise dans la synthase des oligonucleotides et des peptides et que R et R' 
^ sont tels que d6finis ci-api^s : (i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)<i-CONH-(CH2)r-0-, 

alors R et R' sont des groupements protecteurs utilises dans la synthase des oligonucleotides, et R est un groupement susceptible de 

laisser un groupement hydroxyle libre apr^s deprotection, de preference un groupement photolabile, le monom^thoxytrityle, le dim6- 
2 thoxytrityle, le /er-butyldim6thylsilyle, Tacetyle ou le trifluoroac^tyle, et R* est un groupement phosphor^ susceptible de r^agir avec 

un groupement hydroxyle libre, de pref^ence un groupement phosphodiester, phosphoramidite ou H-phosphonate et (ii) lorsque Y 
^ est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)t-COO-, alors R est un groupementr protecteur utilise dans la synthase des peptides et repr^sente un 
^ groupement protecteur des amines, de pr6fiSrence le 9-fluor6nyloxycarbonyle, le /er/-butoxycarbonyle ou le benzyloxycarbonyle, et 

R' repr^sente un atome d'hydrog^ne. 
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METALl.OCENES BIFONCTIONNALISES, PROCEDE D^OBTENTION, 
UTILISATION POUR LE MARQUAGE DE MOLECULES BIOLOGIQUES 

I.a presenlc invention concerne le domaine dii marquage, notamnicnt dc 
5 molecules biologiqucs d'inleret telles que les oligonucleotides et les peptides. Plus 
particulierement, Tinvention a pour objet de nouvcaux metallocenes bifonctionnalises, 
Icur precede d'oblenlion, ieur utilisation pour le marquage d 'oligonucleotides ou de 
peptides, les oligonucleotides et peptides marques ainsi obtenus, ainsi qu'un support 
pour la synthese supportee, fonctionnalise par au moins un mctallocene de Pinvcntion. 
10 Les metallocenes sont connus en tant que marqueurs d'oligonucleotides 

notammcnt pour la detection de fragments d' ADN ou d'ARN. 

Ainsi, par exemple, le brevet US 6,211,356 decrit Tutilisation d'un 
metalloccnc monofonctionnel presentant la fonction phosphoramiditc pour confcrer, 
apres couplage, un signal a de TADN et/ou de TARN qui sera alors detectable a Taide 
15 d'un microscope eleclronique. L'addition du metallocene a roligonucleotide est 
effectuce de fa9on manuelle el uniquement en bout de chatne. 

La dcmandc de brevet US 6,232,062 decrit des conjugucs oligonucleotide- 
ferrocene en tant que sonde eleclrochimique pour detecter une hybridation. Lesdits 
conjugucs sont obtenus par synthese support^e a partir d'une uridine modifiee par un 
20 ferrocene et utilisee comme synthon. Les deux synthons ddcrits sont une uridine 3'- 
phosphoramiditc ayant un ferrocene en position 5 et une uridine 3 '-phosphoramiditc 
ayant un ferrocene en position 2\ La production d'oligonucleotides marques par un 
ferrocene a I'aide dc cctte technique a pour inconvenient un cout eleve du fait de 
Tutilisation d\in nucleoside modifie par un ferrocene comme synthon (monomcre 
25 compatible avec la synthese) dont Telaboration est complexe. 

On connait de CJ. Yu et al. (J. Org. Chcm., 2001, 66, 2937-2942) des 
phosphoramiditcs modifiees chimiquement comporlanl un substituant ferrocene en 
position 2' du ribose. Ces phosphoramiditcs permettenl dc synthetiser des 
oligonucleotides comportant des ferrocenes k diverses positions, mais les syntheses de 
30 ces phosphoramiditcs font appel a des techniques de synthese avec protection et 
dcprotcction des fonctions amines de I'heterocyclc el des aulres fonclions Oil librcs et 
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nccessilent de proccdcr dans dcs conditions permettant de conserver la sclectivile dc la 
substitution. 

Les demandes dc brevet WO 00/31750 et WO 01/81446 decrivent dcs 
lerroccncs bifonclionnalises a litre de sonde clcctrochimiquc observable, lesquels 

5 ferroccnes sont grcffes a un polypyrrole d'une part et a un oligonucleotide d'autre part. 
Le couplage du ferrocene a ^oligonucleotide est realise entre Tester active (N-hydroxy- 
plitalimide) du ferrocene et la tcrminaison Nib de roligonucleotide deja synthctise. Ce 
couplage a pour inconvcnicnts qu'il n'esl pas compatible avec la synthese automatisee 
des oligonucleotides ct qu'il tiianque de selectivite (reactions parasites sur les amines 

10 des bases). 

La synthese support6e de conjugues mclallocdnc/oHgonuclcotide on 
mctalloccne/peptide avec les nictallocenes utilises dans Tart antcrieur est fastidieuse car 
elie necessite la synthese d'un nucleoside modifie par un ferrocene, puis du synthon 
phosphoramidite correspondant. Par ailleurs, le couplage de metalloccnc sur des 

15 oligonucleotides ou des peptides n'est pas toujours selectif de sorte qu'il ne pent pas 
etre aulomalise sur les synlhetiseurs actuels du commerce. 

La demandcresse a maintenant decouvert de noiiveaux nictallocenes 
bifonctionnalises qui permcttent de palier les inconvcnicnts diis aux nictallocenes dc 
Tart anterieur, a savoir qu'ils permettent : 

20 - une synthese automatisee des conjugues nietallocene/oligonucleotidc ou 
metal 1 occne/pept ide, 

- un couplage selectif entre le nietallocene ct roligonucleotide ou le nidtalloccnc et le 

peptide el 

- une amelioration des couts de production desdits conjugues car le synthon utilise est le 
25 metal locene en tanl que tel et non sous forme de nucleoside modifie par un 

nietallocene. 

Ainsi, la presente invention a pour objet des nictallocenes dc formule (1) : 
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dans laquelle 

- Me represente un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

. Y et Z, identiques, sont choisis panni -(CH2)„-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(0112)4- 
5 CONH-(CH2)rO-, ou bien 

- Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CHiVCOO-, 

- n est un nonibre entier compris entre 3 et 6, 

- p est un nonibre entier compris entre 1 et 4, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 
10 - r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

- s est un nombre entier compris entre 2 et 5, 

- t est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- R et R' representent des atonies d'hydrogene ou sont des gioiqxaiiaits proteclcurs utilises 
dans la synthcse des oligonucleotides et des peptides et sont tels que dcfinis ci-aprcs : 

15 (i)lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH2),rO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et 

-(CI l2)q-CONH-(CH2),-0-, R est un groupement susceptible de laisser un groupement 
hydroxyle libre apres deprotection, de preference un groupement pliotolabile, le 
monomethoxytrilyle, le diniethoxytrityle, le rcrr-butyldiniethylsilyle, Facetylc ou Ic 
trifluoroacelyle, et R' est un groupement phosphore susceptible de reagir avec un 

20 groupement liydroxyle libre, de preference un groupement phosphodiester, 
pliosplioramidite ou H-pliosphonate et 

(ii)lorsquc Y est .(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-, R represente un 
groupement protecteur des amines, dc preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tcrt- 
butoxycarbonyle ou le benzyloxycarbonyle, et R' reprdsente un atome d'hydrogdne. 

25 IJn autre objet de Tinvention consiste en un procede dc preparation d'un 

mctalloccne de Tinvention, caracterise en ce qu'il coniprend les etapes suivantes : 
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(i) lorsque Z ct Y sonl choisis parmi .(CH2),rO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl -(CHj)^- 
CONH-(CH2)rO- : 

- uiie elapc dc proleclion d'un des groupeinenls hydroxyle d'uii compose dc 
formule generale (II) : 

5 




dans laquelle Me est lei que defini precedemment, 

el Z\ identiqucs, sent choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'-(CH2)2- ct - 
10 (CH2)q~CONH-(CH2)r, n, q el r sonl lels que definis prcccdemmenl, el p' csl un 
nombre entier compris enlre 0 ct 3, 

par fixation d'un groupemcnt susceptible de laisser un groupcment hydroxyle libre 
apres dcprolection, dc preference choisi parmi un groupcment photolabilc, Ic 
monomelhoxylrilyle, Ic dimelhoxytrilyle, le /er/-bulyldimethylsilyle, Tacelyle el le 
1 5 Irifluoroacelyle, el 

- une etape de condensation, sur Taulre groupcment hydroxyle laissc libre, d'un 
groupcment phosphore susceptible de reagir avcc un groupcment hydroxyle libre, dc 
preference choisi parmi les groupemcnts phosphodiester, phosphoramidilc ct II- 
phosphonale ; cl 

20 (ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- el Z est -(CH2)rCOO- : 

- une etape de protection du groupcment NH2 d'un compose dc formule generale 

(III) : 
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5 



dans laquclle 

- Me esi tel que defini precedeninient, 
-Vest -(CH2)s- cl 

5 - Z" est -(CH2)r, 

- s el t etant Icls que definis precedemmenl, 

par fixation d'lin groupcment susceptible de laisser une fonction amine libre aprcs 
deprotcclion, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tcrt- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 
10 Un autre objet de Tinvention consisle en un (bis)hydroxy metal locene dc 

formule generale (II) telle que decrite ci-dessus. 

Un autre objet de Tinvention consiste en un precede de marquagc : 

- d'un oligonucleotide par un metallocenc bifonctionnalisc de formule (I), dans laquclle 
Y cl Z, identiqucs, sonl choisis panni -(CHsVO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- cl -(CH2)q- 

\5 C0NH-(CH2)i-0-, comprenanl la substitution d'un ou plusieurs synlhons dc 
nucleotides par un ou plusieurs dcsdils nietallocenes de fornuile (1) dans Ic cycle de 
synthcsc dudit oligonucleotide, et 

- d'un peptide par un metallocene bifonctionnalisc de formule (I), dans laquelle Y est 
-(CH2)s-NH- et Z est -(CHaVCOO-, comprenanl la substitution d'un ou plusieurs 

20 synlhons d'acides amines par un ou plusieurs desdits mctalloccnes dc formule (1) dans 
le cycle de synthese dudit peptide, 

ainsi que les oligonucleotides et les peptides ainsi marques. 

Un autre objet de Tinvention consiste en un support dc synthese 
d'oligoniicleolides ou de peptides, fonctionnalise en surface par au moins un 
25 metallocene de formule (1) de Tinvention, respect ivcmenl. 

Avanl dc delailler Tinvention, on dcfinit ci-apres certains termcs utilises 
dans la description el les revendicalions. 

Lc lerme « oligonucleotide » dcsigne un enchainement d*au moins 2 
nucleotides (desoxyribonucleotides ou ribonucleotides, ou les deux), nalurels ou 
30 modifies, susceptibles dc s'hybrider, dans des conditions appropriees d'hybridation, 
avec un oligonucleotide au moins partiellcment compldmentaire. Par nucleoside, on 
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ciilejid mi compose organiquc consistant en unc base purine ou pyriniidine lice a un osc 
(ribosc ou deoxyribose). Par nucleotide, on entend un compose organiquc consistant en 
unc base purine ou pyrimidine lice a un ose (ribose ou deoxyribose) et A un groupe 
pliosphate. Par nucleotide modific, on entend par exemple un nucleotide comportant 

5 une base modificc et/ou comportant une modification au niveau dc la liaison 
internucleotidiquc cl/ou au niveau du squeletle. A titre d'exemple de base modifiee, on 
pent citcr Pinosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylamino-5-desoxyuridine, la 
diamino-2,6-purine et la bromo-5-desoxyuridine. Pour illustrer une liaison 
internucleotidiquc modificc, on pent mentionner les liaisons phosphorothioatc, N- 

10 alkylphosphoramidate, alkylphosphonate et alkylphosphotri ester. Les alpha- 
oligonucleotides tels que ceux decrits dans FR-A-2 607 507 et les PNA qui font Pobjcl 
dc Particle dc M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc. (1992), 1 14, 1895-1897, sont dcs 
exemples d'oligonucleotides constitucs de nucleotides dont Ic squelette est modifie. 

Le ternie « peptide » signific notamment tout enchainement d'au nioins 

15 deux acides amines, tels que proteine, fragment de proteine, oligopeptide qui a etc 
extrait, separe, isole ou synthetise, comme un peptide obtenu par synthese chimique ou 
par expression dans un organisme recombinant. Sont inclus aussi tons les peptides dans 
la sequence desquels un ou plusieurs acides amines de la serie L sont remplaccs par un 
ou plusieurs acides amines de la serie I), et vice-versa ; tout peptide dont Pune au 

20 moins des liaisons CO-NM est remplac^e par une liaison Nll-CO ; tout peptide dont 
Pune au moins des liaisons CO-NH est remplacee par une liaison NIl-CO, la chiralitc 
dc chaque residu aminoacyle, qu'il soit impliquc ou non dans une ou plusieurs desdites 
liaisons CO-NH, ctant soit conscrvee, soit inversee par rapport aux residus aminoacylc 
constituant un peptide de reference (ou immunoretroides) ; et tout mimotope. 

25 Pour illustrer les diverses classes des peptides concernes, on pcut 

mentionner les hormones adrenocorticotropiques ou Icurs fragments, les analogues 
d'angiotensine et leurs inhibiteurs, les peptides natriuretiques, la bradykinine ct scs 
derives peptidiques, les peptides chimiotactiques, la dynorphine et ses derives, les 
endorphines et leurs derives, les enc^phalines et leurs derives, les inhibiteurs d'enzyme, 

30 les fragments de fibronectine et leurs derives, les peptides gastrointestinaux, les 
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peptides opioYdes, Poxytocine, la vasopressinc, la vasotocinc el leurs derives, les 
prolcincs kinase. 

Les melallocenes de rinvenlion sont utiles en tant que synthon pour la 
preparation de derives d'haptenes ou toutes autres molecules qui peuvent ctrc 
5 syntlielisees. 

En particulier, les melallocenes de Tinvention sont uliles dans la synthesc 
supporlce des oligonucleotides el des peptides. Us pernietlent le marquage 
d'oligonucleotides ou de peptides synthctises de fa9on irts selective du fait des deux 
fonctions parliculicres qu'ils possedent, a savoir deux fonctions hydroxyle tclles que 
10 montrees dans la formule (II) pour la synthese supportee des oligonucleotides, ou bien 
une fonction amine el une fonction acidc telles que montrees dans la formule (III) pour 
la synthese supportee des peptides. 

lOans le cas de la synthesc supportee des oligonucleotides, les bras 
espaceurs fonctionnalises Y et Z tels qu'indiques dans la formule (I) possedent chacun 
15 une fonction oxy donnant une fonction hydroxyle apres dcprotection el Y el Z sont 
choisis pamii -(ClhlrO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q-CONH-(CH2)rO-. 

Scion un mode de realisation de Tinvention, Y et Z sont chacun 
-(CH2),rO-, n ctanl 6gal a 3. 

Scion un autre mode de realisation, Y et Z sont chacun 
20 -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-, p etant egal a 2. 

Dans Ic cas de la synthesc supportee des peptides, les bras espaceurs 
fonctionnalises Y et Z tels qu'indiques dans la formule (1) possedent soil une fonction 
amide donnant une fonction amine apres deprotection, soil une fonction acidc et sont 
choisis parmi -(CH2)s-NH- et -(CH2)rCOO-, etant enlendu que Y el Z ne peuvent pas 
25 clre identiques. 

Scion un mode de realisation de I'invenlion, s est egal a 3 el t est egal a 4. 
Le metal de transition Me utilise dans les melallocenes de formule (1) de 
rinvenlion peut etre tout metal de transition. De preference, il est choisi parmi Fe, Ru 
et Os. 

30 Selon un mode de realisation de Tinvention, Me est le fer. 
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Lcs groupcmenls prolccleurs utilises dans la synlhese dcs oligonucleotides 
cl dcs peptides sont tout groupement classiquemenl connu de rhonimc du metier, lis 
sont decrits par exemplc dans Solid Phase Synthesis, A practical Guide, Steven A. 
Kates, Fernando Albcricio, Ed Mara! Dekker, 2000. 

5 Dans le cas d'un metallocene de Tinvcntion utile conune synthon dans la 

synthese des oligonucleotides, I'un des groupcments protectees doit ctrc un 
groupemenl phosphore capable de reagir soit avec un hydroxy le libre en 5' ou en 3' du 
nucleotide precedent dans la mesure ou le metallocene de Tinvention est place aprds un 
nucleotide, soit avec un hydroxyle deprotege du metallocene precedent dans la mcsurc 

10 ou 1 'oligonucleotide compoile plusieurs metallocencs a la suite, soit avec un hydroxyle 
libre d'un autre compose chimique pouvant servir par exemplc de bras espaceur, tel que 
le poly(oxyde d' ethylene). Les exemples de tels groupcments protectcurs phosphores 
comprennent les groupcments phosphodiester, phosphoramidite et H-phosphonate, ainsi 
que leurs derives, 

15 1/autre groupement protecteur du metallocene doit etre capable de laisser 

un groupement hydroxyle libre apres deprotection pour reagir soit avec un phosphore 
reactif (phosphodiester, phosphoramidite, H-phosphonate) du nucleotide suivaiU dans la 
mesure ou le metallocene est plac6 avant un nucleotide, soit avec un phosphore rcactif 
du metallocene suivant dans la mesure ou au moins deux metallocencs se suivent. A 

20 titre d'exemple de ce type de groupement protecteur, on pent citcr les groupcments 
photolabiles, le monomethoxytrityle, le dimelhoxytrityle, le /t?//-butyldiniethylsilylc, 
Pacelyle el le trifluoroacetyle. 

A litre d' exemples de groupement photolabile, on peut citcr le 6- 
nilroveralryle, le 6-nitropipcronyle, le methyl-6-nitrovcralrylc, le nitroveratrylcarbonyle, 

25 Ic mcthyl-6-nitropipcronyle, le nitrobenzyle, Ic nilroben/yloxycarbonylc, Ic 
dimcthyldimethoxybenzyle, le dimethyldimethoxybenzyloxycarbonyle, le 5-bromo-7- 
nitroindolinyle, riiydroxy-a-methylcinnamoyle, le 2-oxymcthylcnc anthraquinone, le 
pirdnylmethoxycarbonyle. 

Des exemples de groupement protecteur des amines comprennent le 9- 
30 lluorcnyloxycarbonyle, le /£?/7-butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 
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Un melallocene bifonctionnalise de formule generalc (I) : 




dans laquelle 

5 - N4e represenle un nielal de Iransilion, de preference choisi parnii Fe, Ru ct Os, 

- Y el Z, identiques, sont choisis pamii -(CH2),rO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- el -(CH2)q- 
CONl I-(CH2)rO-, ou bien 

- Y est -(CH2)s-NH- el Z est -(CH2)rCOO-, 

- n est un nombre entier conipris entre 3 et 6, 
10 - p esl un nombre enlier compris enlre 1 el 4, 

- q esl un nombre enlier compris enlre 0 el 2 

- r esl un nombre enlier compris enlre 0 el 2, 

- s est un nombre enlier compris enlre 2 el 5, 
- 1 est un nombre enlier compris enlre 3 el 6, 

15 -R cl R' rcprescnlenl dcs alomcs d*hydrogene ou sonl des groupcmenls proleclcurs 
utilises dans la synlhese des oligonucleotides el des peptides, elanl cnlcndu que Tun au 
moins dc R ou R' esl un groupemenl proleclcur utilise dans la synlhese dcs 
oligonucleotides el des peptides el que R el R'sont tels que definis ci-apres : 

(i) lorsquc Z el Y sonl choisis pamii -(CH2),rO-, -{CH2)-0'[(CH2)2-0]p- cl 

20 -(CH2)trCONH-(CH2).-0-, alors R el R" sonl dcs groupcmenls proleclcurs utilises dans 
la synlhese des oligonucleotides, el R esl un groupemenl susceptible dc laisscr un 
groupemenl hydroxyle libre apres deproteclion, de preference un groupemenl 
plK^olabilc, le monomelhoxytrilyle, le dimethoxylrilylc, le /e/7-bulyIdimclhylsilylc, 
Tacetylc ou le trifluoroacelyle, el R* est un groupemenl phosphore susceptible de reagir 

25 avec un groupemenl hydroxyle libre, de prcftrence un groupemenl phosphodicsler, 
phosphoramidilc ou 11-phosphonale el 
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(ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- el Z csl -(CH2)t-COO-, alors R est un groupemcnl 
prolecleur utilise dans la synthese des peptides et reprcsente un groupement protecleur 
des amines, de preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le /c/7-butoxycarbonylc ou le 
bcn/.yloxycarbonyle, el R' represente un atome d'hydrogene, conslitue un objet preferc 
5 de rinvention. 

Les metallocenes de Tinvenlion sont prepares par un precede necessitanl 
line ou deux elapes permetlant d'obtenir les groupements prolecteurs souhaitcs sur les 
bras cspaceurs fonctionnalises appropries. 
10 Ainsi, la presenle invention a egalement pour objet un proeedc de 

preparation d'un metalloeene de I'invcntion, caracterise en ce qu'il coniprend les etapes 
suivantes : 

(i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CHaVO-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(Cth)^- 
C0NII-(CH2),-0- : 

Ks - une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compose de 

formule generale (II) : 




dans laquelle Me est tel que defini precedemment, 
20 Y^ et Z\ identiqucs, sont choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 
(Cll2)c,-CONH-(CH2),-, n, q et r sont tels que definis prccedemment, et p' est un 
nonibre enticr compris entre 0 et 3, 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libre 
ixprcs deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
25 monomethoxytrityle, le dimethoxylrityle, le /erZ-butyldimelhylsilyle, Tacetyle et le 
trifluoroacetyle, et 
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- une etape de condensation, sur T autre groupement hydroxy le laiss6 libre, d'un 
groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, de 
preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate ; et 

5 (ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO- : 

- une etape de protection du groupement NH2 d'un compose de formule generale 



10 dans laquelle 

- Me est tel que defini precedemment, 

- Y" est -(CH2)s- et 
-Z"est -(CH2)r. 

- s et t etant tels que d6finis precedemment, 

15 par fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
d6protection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 



formule generale (II) par un groupement protecteur capable de laisser un groupement 
20 hydroxyle libre apres deprotection, tel qu'un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le /er^-butyldimethylsilyle, I'acetyle et le 
trifluoroacetyle, est effectuee dans des conditions bien connues de I'homme du metier 
lelles que decrites dans Current Protocols in Nucleic Acid Chemistrj' (Volume 1), John 
Wiley & Sons, Inc., NY 1999. 
25 De meme, I'etape de condensation, sur Tautre groupement hydroxyle 

laisse libre du compose de formule (II), d'un groupement protecteur phosphore tel 
qu'un groupement phosphodiester, phosphoramidite ou H-phosphonate est effectu6e 



(ni): 




L'etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compost de 
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dans des conditions bien connues de I'honime du metier telles que decrites dans Current 
Protocols in Nucleic Acid Chemistry (Volume 1), John Wiley & Sons, Inc., NY 1999 et 
dans Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis ans Properties, Ed. Sudhir 
Agrawal, Methods in Molecular Biology, Humana Presse, 1993. 
5 Les composes de formule (II) particuliers definis ci-apres sont de 

nouveaux composes qui constituent un autre objet de T invention, ils sont choisis parmi 
les bis(hydroxy)metaliocenes de formule generate (II) : 




10 

dans laquelle 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

Y' et Z% identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p».(CH2)2- et - 
(CH2)q-CONH-(CH2)r, 
15 - n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p' est un nombre entier compris entre 0 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

etant entendu que lorsque Me est Fe ou Ru et que Y' et Z' sont -(CH2)n-, alors n est 5 et 
20 lorsque Me est Fe et que Y' et Z' sont -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p» -(CH2)-, alors p' est 0. 



Selon un mode de realisation prefere, les composes de formule (II) 
possedent au moins Tune des caract6ristiques suivantes : 
- Me est le fer, et 

25 - Y' et V sont chacun -(CH2)n-, n etant egal ^ 3 ou bien Y' et Z* sont chacun 

-(CH2)-0-I(CH2)2-0]p' -(CH2)2-, p' 6tant egal a 0. 
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Les composes de formule (11) peuvent etre obtenus de differentes fa9ons 
selon la nature du bras espaceur Y' et Z'. 

Pour obtenir un metallocdne avec -(CH2)n- comme bras espaceurs, on 
greffe des fonctions aldehyde sur un metallocene, puis on fait reagir le compost ainsi 
obtenu avec un diethylphosphonoalkylate d'ethyle approprie pour obtenir un 1,1'- 
bis[(2-ethyloxycarbonyl)alcenyl] metallocene, puis on effectue deux etapes de reduction 
pour reduire d'une part la double liaison, puis pour liberer Talcool primaire, comme 
indique ci-dessous : 



^^^^^ ^'^^^ ^^^^^^^^^ (C2H$0)2P{OXCH2)„C02Et '^C^IT^ 
Me ► Me ^ Me 



CH=CH^CH2)rf.iC02B 



(CH2)„.+,C02Et — >CH2X.'.2-OH 



10 



*^ Ja *^ Me 

Me 

^^^^^_^(CH2)„.+,C02Et ^_^^^^^(CH2^..2-OH 



ou Et est I'ethyle et n' est compris entre 2 et 4. 

Pour obtenir un m6talloc6ne avec -(CH2)-0-[(GH2)2-0]p-i-(CH2)2- comme 
bras espaceurs, on fonctionnalise les groupements hydroxyle d'un bis- 
15 (hydroxymethyl)metallocene en groupements 2-chloroethyl(poly(oxyde d'ethylene)) 
appropries en presence d'une base telle que NaOH, puis on convertit le radical chloro 
en iodo, puis en hydroxyle, comme indique ci-dessous : 
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NaOH 
^ 

catalyseur de trai'fifeit 
depliase 




Nal 



Acetone 




NaOH 




OH 



ou Ts est le tosyle et p' est un nombre entier compris entre 0 et 3. 

Pour obtenir un metallocene avec -(CH2)q-CONH-(CH2)r-0- comme bras 
5 espaceurs, on traite un l,r-(N-hydroxyphtalimidecarbonylalkyl)m6tallocene approprie, 
tel qu'obtenu selon le mode op^ratoire decrit dans la demande WOO 1/8 1446, par de la 
trifluorpacetoxyalkylamine appropriee, puis on convertit le radical trifluoroacetoxy en 
hydroxyle comme indique ci-dessous : 



(CH2)q-COONHP 



Me 



NH2-(CH2V-O-C(0)-CF3 



Me 



-COONHP 



(CH2)q -CO-NH-(CH2VO-CO-CF3 



(CH2)q -CO-NH-(CH2VO<:0-CF3 



NaOH 



(CH2)q -CO-NH-(CH2)rOH 



Me 



10 



(CH2)q -CO-NH-(CH2)rOH 



ou q et r sont tels que defmis precedemment 
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Le compos6 (III) peut Stre produit selon le mode operatoire suivant : 
Un l-ter/-butoxycarbonylaminoalkyl-r-iodometallocene approprie 1 est 
mis a reagir avec un iodure organometallique 2, puis, en fin de traitement, la fonction 
acide est liberee pour donner le compose (III), comme indique ci-dessous : 

5 

-s r^^> — (<^"^-NHBoc N^/ ^ C-^^^^ — (CHA-NHBoc 

* IMB-rCH.X ^ J Me / 



+ IMg-(CH2X- 

I 

I 2 

^ -(CH2),— NH2 



(CHaX 



Me 



(CHjX CXDOH 

(llD 



ou s et t sont tels que decrits precedemment. 

Le compose 2 peut lui-meme etre obtenu selon la synthese suivante : 

N^/ l°)nBuU /C^T Nal 

Hc— ^ T — ^ CHCti2\^ ^ 

' \ I 2^)Br-(CH,)...-Cl O-^ ^^^^^'^^ 





10 

Le compose 1 peut etre obtenu par reaction de l,r-iodometallocene 3 avec 
un iodure organometallique 4 comme suit : 

<r<J>^ (CH2)s— N HBoc 

Mc + IMg— (CH2)s— NHBoc ' 



Me 



1 5 comme decrit dans : 

a) « Comprehensive organic Synthesis», volume 3, Barry M. Trost and Ian Fleming 
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b) «Palladium Reagents and catalysts» Juio Tsuji Wiley & sons 1995 

LModure organometallique 4 pent lui-menne Stre obtenu h partir d'un 
iodure d'alkylamine en 2 etapes, comme suit : 

Protection Mg 

I_(CH2)s— NH2 ^ I— (CH2)s— NHBoc ► IMg— (CH2)s— NHBoc 

BO20UTHF 

4 

5 ou s est tel que decrit precedemment, 

comme decrit dans « Protective groups in Organic Chemistry » Greene - Wuts, Third 

edition, Wiley Interscience. 

Enfm, le l,r-iodom6tallocene 3 pent lui-meme etre obtenu selon le mode 

operatoire suivant, comme decrit dans Tarticle D. Guillaneux, H. Kagan, J. Org. 
10 Chem. 1995, 60, 2502-2505, 

_SnBu3 ^''^^"""^ ' 



I') RLi 

Me ► Me 

_l 2**)nBu3SiCI I 



CH2CI2 

SnBus 




Les metallocenes de formule (I) ainsi obtenus peuvent alors etre utilises 
pour le marquage, notamment de molecules biologiques d'interet telles que les 
1 5 oligonucleotides et les peptides au cours de leur synthese supported 

Ainsi, un autre objet de Tinvention consiste en un procede de marquage 
d'un oligonucleotide ou d'un peptide par un metallocene bifonctionnalise de formule (I) 
de r invention, lequel procede comprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleosides ou d'acides amines par \m ou plusieurs desdits m^tallocdnes de formule (I) 
20 dans le cycle de synthese dudit oligonucleotide ou dudit peptide. 

Dans le cas de la synthese des oligonucleotides, on utilise un ou plusieurs 
metallocenes de formule (I), dans laquelle Y et Z, identiques, sont choisis parmi - 
(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q-CONH-(CH2)rO-. 

Dans le cas de la synthese des peptides, on utilise un ou plusieurs 
25 metallocenes de formule (I) dans laquelle Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-. 

La substitution des synthons de nucleosides ou d'acides amines par des 
metallocenes de IMnvention pent etre realisee sur les synthetiseurs actuels a n'importe 
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quelle position de la chaine. Selon un mode de realisation de P invention, la substitution 
remplit au moins Tune des conditions suivantes : 

- elle est effectu^e en positions 3' ou 5' dans le cas des oligonucleotides ou aux 
extremites C-terminale ou N-terminale dans le cas des peptides et 
5 - il y a au moins deux substitutions consecutives. 

La substitution pent etre mise en oeuvre facilement par Thomme du metier 
car elle consiste uniquement a remplacer un nucleotide ou un acide amin6 par un 
metallocene de Tinvention. 

Ainsi, par exemple, dans le cas du cycle de condensation phosphoramidite 
10 tel que represente sur le schema 1 ci-dessous, Tim quelconque des nucleotides de cette 
chaine, ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplace(s) par un ou plusieurs metallocenes 
de formule (I) dans laquelle Tun des groupements protecteurs R ou R' est un 
phosphoramidite. 
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Sch6ma 1 

Cycle de condensation phosphoramldite 



DMTr-O 




B, 



(n-1) cycles 



DMTr-O 



CNCH2CH2O— P— O 
O 




B, 



y 

(4) Oxvdation 

lode (0,5% p/v), lutidine (0,5% p/v) 
dans THF 9/H2(J 1 - 1 mmutes 

Lavage 

Acetonitrile 

- 30 secondes 

A (3) Ca pping 
anhydride acetique + DMAP 

- 3 minutes 

Lavage 
acetonitrile 

- 30 secondes 



sipport 



(n 5'-0 detritvlation 

acide tricWoroacetique 

2%dansCH2Cl2 
Y - 2 minutes 




Lavage, sechage 
rin9age avec acetonitrile 
annvare - 30 secondes 



DMTr~0 




(2) Couplage 
dans Tacetonitrile 
anhydre - 1 ixmA^ DMTr-O 



CNCH2CH2O— P— O 




o 



CNCH2CH2O— p— K 

H 



N \ 



5 
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Selon un autre exemple, dans le cas du cycle en serie « H-phosphonate » 
tel que repr6sente sur le schema 2 ci-dessous. Tun quelconque des nucleotides de ce 
cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplace(s) par un ou plusieurs metallocenes 
de formule (I) dans laquelle I'un des groupements protecteurs R ou R' est un H- 
5 phosphonate. 



Schema 2 
Cycle en s6rie « H-phosphonate » 




De meme, selon un autre exemple, dans le cas du cycle de condensation 
« phosphotriester » tel que represent^ sur le schema 3 ci-dessous. Tun quelconque des 
nucleotides de ce cycle, ou plusieurs, peut ou peuvent etre remplace(s) par un ou 
15 plusieurs metallocenes de formule (I) dans laquelle Tun des groupements protecteurs R 
ou R' est un phosphodiester. 
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Schema 3 

Cycle de condensation phosphotriester 



(n-l) cycles 
pour un oligonucleotide 
bases de bng 




DMTr-O 




Bi 



supi 



O 



port 



Lavage 

Ac6tonitrile 

- 30 secondes 

(3) Ca pping : (acetylation) 
anliydride acetique + DMAP 

- 3 minutes 



Lavage 
acetonitrile 
-30 secondes 



m y-O detritvlatfon 
acide trichbroacetique 
2% dans CH2CI2 
- 2 minutes 



HO 




B, 




(2) CouDlaee 

dans Facetonitrile 
anhydre -3 minutes 



Lavage, sechage 
rinpage avec acetonitrile 
anhydre - 30 secondes 




DMTr-O 



B2 



M.S.C1 



— I ^ 

o 

o=p— O^"^ 
I 

OC6H4C1 
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De meme, rhomme du metier pourra faciiement remplacer un ou 
plusieurs acides amines par un ou plusieurs metallocenes de Tinvention au cours de 
syntheses de peptides connues, teiles que la synthase selon la chimie du BOC {tert- 
butoxycarbonyle) ou du FMOC (9-fluor6nyloxycarbonyle). 

5 Les oligonucleotides et peptides tels que marques par les metallocenes de 

1' invention sont nouveaux et constituent un autre objet de T invention. 

Comme precedemment, les oligonucleotides sont marques avec un ou 
plusieurs metallocenes issus de metallocenes de formule (I), dans laquelle Y et Z, 
chacun independamment, sont choisis parmi -{CYiiixrO', -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et - 

10 (CH2)q-CONH-(CH2)rO-, et les peptides sont marques avec un ou plusieurs 
metallocenes issus de metallocenes de formule (I) dans laquelle Y est -(CH2)s-NH- et Z 
est -(CH2)i-COO-. Les metallocenes de formule n de T invention s'integrent dans les 
sequences d'oligonucleotides de fa9on a remplacer, d'un point de vue chimique, les 
nucleosides dans lesdites sequences. De fa9on similaire les metallocenes de formule HI 

15 s'integrent dans les sequences des peptides de fafon a remplacer, d'un point de vue 
chimique les acides amines dans lesdites sequences. 

Selon un mode de realisation prefere, les oligonucleotides ou peptides de 
I'invention comportent au moins un metallocene de I'invention en positions 3' ou 5', ou 
bien aux extremites C-terminale ou N-terminale, respectivement. 

20 Dans le cas ou on vise k obtenir un oligonucleotide marque en position 3', 

on pent utiliser un support solide sur lequel est greffe au moins un metallocene de 
rinvention, par reaction covalente de Tune de ses extremites fonctionnalisees. Ce 
complexe support-'metallocene(s) constitue un autre objet de Tinvention. 

A titre de support, on peut utiliser le support ci-dessous LCAA-CPG 

25 (Long Chain alkylamine controlled Pore Glass) qui est classiquement utilise en 
synthese oligonucieotidique. 
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Le greffage du ou des metalloc^nes de P invention sur le support pent etre 
effectue par exemple selon le mode operatoire suivant : 




o 

5 

OU Dmtr est le dimethoxytrityle, DMAP est la dimethylaminopyridine, 
DCC est le dicyclohexylcarbodiimide, 

comme decrit dans Matteucci & Caruthers, J. Am. Chem. Soc, 1981, 103, 3185-3191. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide des exemples suivants 
10 qui font reference a la figure 1 annex6e repr6sentant le profil HPLC d'un 
oligonucleotide de Tinvention presentant un ferrocene de Pinvention en position 3*, et 
qui sont domies a titre illustratifs uniquement et non k titre limitatifs. 
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Exemple 1 : Svnthese du l-r3-0-dimethoxvtritvlDropvl1-r-r3^>0-f2-cvanoethvI>N,N- 
diisopropvlphosphoramiditynprop vl1 ferrocene 6 



o 




6 



5 I.l Svnthese du l,r-bisfomivlferrocene 1 

On a traite 1 g (5,37 mmol) de ferrocene dissous dans 12 mL d'ether 6thylique 
anhydre par 7,2 mL (11,56 mmol) de /iBuLi (solution 1,6 M dans Thexane) et par ajout 
de 1,74 mL (1 1,56 mmol) de N, N, N', N'-t6tramethylethylfene diamine. On a laiss6 la 
reaction sous argon et sous agitation pendant 20 heures a temperature ambiante. On a 

10 ajoute 1 ,33 ml (17,20 mmol) de DMF a ~78°C. Apres 2 heures d'agitation k -78^C, on 
a hydrolyse la melange reactionnel (15 mL d'eau). On a extrait la phase aqueuse au 
dichloromdthane (3x15 mL). On a seche la phase organique resultante sur MgS04 puis 
on Ta concentre. On a purifi6 le residu sur gel de silice avec un melange pentane- 
ac6tate d'ethyle (50:50). 

15 On a obtenu 0,62 g (2,56 mmol, 48%) du compose i sous la forme d*une pate 

marron. 
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RMN *H (CDCI3) : 4,62 (d, J = 9 Hz, 4H, HzHi-HjflsO ; 4,83 (d, J = 8,7 Hz, 4H, H,H4- 

HrH40;9,89 (m, 2H, 2CH0). 

RMN '-'C (CDCI3) : 70,9 (C2C5) ; 74,20 (C3C4) ; 80,4 (C,) ; 192,9 (Co). 
5 SM : 185 (60) ; 243 (M*"^, 95). 

1.2 Svnthese da Lr-bisr(2-ethvloxvcarbonvnethenvnferrocene 2 

Daiis un ballon tricol de 50 mL muni d'un refrigerant et sous argon, on a 

introduit 0,094 g (4,08 mmol) de sodium et 25 mL d'ethanol absolu. Apres 
10 consommation totale du sodium, on a refroidi la solution a O^C, puis on a ajoute 0,809 

mL (4,08 mmol) du diethylphosphonoacetate d'ethyle et 0,470 g (1,94 mmol) de 

ferrocene 1 , 1 '-carboxyaldehyde i prealablement dissous dans 1 0 mL d'6thanol absolu. 
Apres retour a temperature ambiante et evaporation, on a purifie le r6sidu sur gel 

de silice avec un melange cyclohexane-ac6tate d'ethyle (95 : 5). 
15 On a obtenu 0,560 g (1,46 mmol, 75%) du compose 2 sous la forme de cristaux 

rouges.. 

RMN (CDCI3) : 1,26 (t, J=7,15 et J=7,12 Hz, 6H, H9HioH,rH9'H,o'Hn ) ; 4,15 (q, 
J=7,14 et J=7,ll Hz, 4H, H7H8-H7 H8O ; 4,31 (m, 4H, H2H3-H2 H3O ; 4,38 (m, 4H, 
20 H1H4-H, H4O ; 5,91 (d, J=15,80 Hz, 2H, U^-Ke ) ; 7,33 (d, J=15,79 Hz, 2H, H5-H5O. 

RMN '-'C (CDCI3) : 14,2 (C,o) ; 60,1 (C9) ; 69,7 (C2C5) ; 72,2 (C3C4) ; 79,9 (C,) ; 116,2 
(C7); 143,7 (C6); 166,9 (Cg). 
SM : 382 (M*\ 85). 

25 1.3 Svnthese du Kr-bisr(2-ethvloxvcarbonvnethvnferrocene 3 

Dans un ballon de 100 mL, on a introduit 0,400g (1,05 mmol) de compose 2, 
0,100 g (0,94 mmol) de palladium sur charbon (Pd/C a 10%) et 40 mL d'acetate 
d'ethyle. La solution a soigneusement et6 degazee par bullage d'un flux d'argon 
(environ 30 minutes). On a mis a buller de Phydrogene contenu dans un ballon de 
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baudruche jusqu'a saturation de la solution. On a dispose un ballon de baudruche 
rempli d'hydrogene au dessus du montage. On a alors agite le melange r^actionnel 
vigoureusement pendant 48 h 72 heures. 

Apres filtration et concentration, on a obtenu 0,400 g (1,03 nunol, 99%) du 
5 compose 3 sous la forme d'une huile jaune. 

RMN 'H (CDCI3) : 1,19 (t, J=7,15 et J=7,12 Hz, 6H, HnHizHu-HirHii^nO ; 2,43 
(m, 4H, HtHs-Ht-HsO; 2,57 (m, 4H, H5H6-H5-H6 ) ; 3,64 (s, 8H, H,H2H3H4- 
Hi H2 H3 H4 ) ; 4,06 (q, J=7,13 et J=7,15 Hz, 4H, HqHio-Hq-HioO- 

10 

1,4 Svnthese du l.r-bisf3-hvdroxvDropvnferrocene 4 

Dans un ballon tricol muni d'un refrigerant, sous agitation et sous argon, on a 
introduit 0,140 g (3,70 mmol) d'AlLiH4. A Taide d'une seringue, on a ajoute 7 mL 
d'ether ethylique anhydre. On a ajoute goutte a goutte 1,43 g (3,70 mmol) d'ester 3 

15 dissous dans 9,5 mL d'ether ethylique anhydre de maniere a maintenir un reflux 
constant. Le melange a pris un aspect visqueux necessitant 1' addition de 1 5 mL de THF 
rigoureusement anhydre afin de faciliter la solubilisation des composes. On a controle 
la reaction par CCM (6iution : cyclohexane-ac^tate d'ethyle (80 : 20)). Au bout de 40 
minutes d'agitation, on a decompose I'exces de lithien par addition lente d'eau (15 mL) 

20 tout en maintenant Tagitation. On a observe la formation d'un precipite blanc de lithine. 
Apres filtration, on a extrait la phase aqueuse a Pother ethylique (2x25 mL). On a 
combine les phases organiques, on les a sechees sur MgS04 puis on les a concentr6es. 

On a recueilli 0,810 g (2,68 mmol, 72%) du compos6 4 sous la forme d'une 
huile jaune. 

25 

RMN 'H (CDCI3): 1,54 (m, 4H, HtHs-Hv^HsO ; 2,12 (t, J=7,81 et J=7,08 Hz, 4H, 
H5H6-H.VH6O; 3,43 (t, J=6,12 Hz, H9H,o-H9>HioO ; 3,89 (m, 8H, H1H2H3H4- 
HrH2«3H40. 

RMN '-'C (CDCI3) : 25,7 (Cc) ; 34,1 (C7) ; 62,3 (Cg) ; 69,0 (C2C5) ; 64,4 (C3C4) ; 70,3 
30 (Ci C2 C3 C4C5 ) ; 89,1 (C). 
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SM : 161 (21) ; 179 (40) ; 302 (M*^ 100). 

1.5 Svnthese du 143-0-dimethoxvtritvlpropvlVr-r3'-hvdroxvpropvllferrocene 5 

Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 200 mg (0,662 mmol) 

5 de l,r-dihydroxypropylferrocene 4 et 16 mg (0,132 mmol) de DMAP. Apres 2 
coevaporations successives par 5 mL de pyridine anhydre, on a repris Thuile obtenue 
avec 5 mL de pyridine anhydre. On a ajout6 247 mg (0,728 nmiol) de chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityie et 1 15 jiL (0,662 mmol) de N,N-ethyldiisopropylamine. On a laisse le 
melange reactionnel sous agitation h temperature ambiante sous flux d'azote. On a suivi 

10 I'avancement de la reaction par CCM (elution : dichlorom6thane-methanoi-TEA 
89:10:1). Apr6s dlution, les plaques ont €t6 systematiquement revelees dans un melange 
ethanol-acide sulfurique. Apres 4 heures d'agitation a temperature ambiante, on a 
ajoute 2 mL de methanol au melange reactionnel, afm de neutraliser le chlorure de 4,4'- 
dimethoxytrityle n'ayant pas reagi. Apres concentration de moitie, on a repris le residu 

15 au dichioromethane (25 mL), on I'a lave avec une solution aqueuse saturee en 
NaHC03, puis h Teau (5x25 mL). Apres sechage sur MgS04 et concentration, on a fait 
coevaporer le brut pai* 2x 10 mL de toluene, puis on a laiss6 sous vide toute une nuit. On 
a purifie le melange sur gel de silice (pr^alablement neutralise par de la TEA) avec des 
melanges dichloromethane-methanol de polarite croissante. 

20 On a isole 304 mg (76%) du compose monotrityle 5. Ce demier se presente sous 

la forme d'une huile orangee. 

RMN (acetone D6) : 1,64-1,72 (m, 2H, H7'H80 ; 1,75-1,86 (m, 2H, HyHg) ; 2,38- 
2,53 (m, 4H, HsHg-Hs-Hg ) ; 3,08-3,14 (t, 2H, H9H10) ; 3,52-3,58 (t, 2H, H9>H,o ) ; 3,78, 
25 3,79 (2s, 6H, -OCH3) ; 3,95-3,98 (m, 8H, H,H2H3H4-HrH2-H3 H4O ; 6,82-7,68 (m, 13H, 
Ar). 

1 .6 Svnthese du l-ri-O-dimethoxytritvlproDvll-l '-r3'-0-f2-cvanoethvl-RN- 

diisopropvlphosphoramiditvnDropYl1fe"'Q^"^ ^ 
30 Dans un ballon de 25 mL, on a introduit successivement 255 mg (0,42 mmol) du 

compose ferrocene ODMT 5 et 7 mg (0,05 mmol) de DMAP. Apres des coevaporations 
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siiccessives par 2x2 mL de pyridine anhydre et 2x2 mL de THF anhydre, on a repris le 
residu par 3 mL de THF anhydre. On a place le melange reactionnel sous flux d'azote, 
puis on a ajoute 147 |liL (0,84 mmol) de N,N-ethyldiisopropylamine en une seule fois. 
On a ajoute alors lentement a la seringue en verre 104 j.iL (0,46 mmol) de 2- 

5 cyanoethyldiisopropylchlorophosphoramidite (r addition dure environ 10 minutes). 
Apres la moitie de 1 'addition, on a observe la formation d'un precipite. Apres 3h30 
d'agitation a temperature ambiante, on a control^ ia reaction par CCM (61ution : 
pentane-acetate d'^thyle, 70:30). Le phosphoramidite forme etant tres reactif, il ne subit 
pas le traitement classiquement utilise. On a concentre le brut de moitie. La colonne de 

10 silice (assez courte) a ete montee avec un melange pentane-TEA (0,5%) pour 
neutraliser la silice, puis rincee au pentane pur. Apres depot rapide du brut, le produit a 
ete elue avec un melange pentane-acetate d'ethyle (85:15) en poussant avec de I'argon 
pour accelerer la migration, afm de limiter au maximum le contact du produit avec la 
silice. Apres concentration, on a obtenu 190 mg (56%) d'une huile. On a place le 

1 5 produit sous vide pendant 1 2 heures puis on Ta conserve a -20^C. 

Avant utilisation de ce produit pour la synthese des ODN modifies, il est 
preferable de verifier ia presence eventuelle de produits de degradation par une RMN 
du phosphore et d'effectuer une purification rapide du produit si cela s'avere necessaire. 

20 RMN ^'P (CD3CN) : 148,25 (P). 

Exeniple 2 : Synthese d'un oligonucleotide 22mer 3Tc-C7-NH7 7 

La sequence de I'ODN 7 est : 
3'NH2-C7-Fc-TGG A AT ACT GAG GTT CCT TAT G 5' 

25 On a introduit 17 mg de support (2-dimethoxytrityloxymethyl-6- 

fluorenylmethoxycarbonylamino-hexane-l-succinoyl)-long chain alkylamino-CPG 
1000) fonctionnalise a 59 ^imol/g (Glen Research, Sterling US) dans une colonne de 
synthese (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). On a mis en solution 100 mg de 6 
(0.124 mmol) dans 1,24 mL d'ac^tonitrile anhydre (AB, France). On a utilise la 

30 solution de 6 en position 5 d'un synth6tiseur AB 394, suivant le mSme protocole 
op6ratoire que pour les phosphoramidites commerciaux (A, C, G, T). On a effectu6 la 
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synthase de I'oligonucleotide 7 avec le programme standard IjiM dont T^tape de 
couplage des phosphoramidites a ete modifiee comme suit : deux prelevements de 3,5 s 
de la solution de phosphoramidite (au lieu d'un prelevement comme dans le programme 
standard) intercales par une pose de 15 s et suivis d'une pose de 25 s. Le rendement 
5 global de couplage par cycle a ete de 97.5%. Apres traitement de la CPG a 
I'ammoniaque aqueuse 30% (55°C pendant 16 h), on a concentre le surnageant au 
Speed Vac. On a repris le culot dans ImL H2O et on a purifie 7 sur colonne preparative 
(Merck LichrospherRPlSE, 12^, lOOA, 300x7,5). 

On a concentre ies fractions au rotavapor puis on les a coevapor^es 4 fois par 
10 H2O avant lyophilisation dans un eppendorf. On a obtenu 15 DO (unites d'absorbance a 
260 nm) de produit pur. 

La purete du produit a ete verifiee par analyse HPLC effectuee sur une colonne 
Waters Deltapak Cis 5ix 300A (3,9x150 mm). La figure 1 donne le chromatogramme 
obtenu a 260 nm. 

15 

Spectrometrie de masse (MALDI-TOF), Voyager DE (Perseptive Biosystem) : 
masse theorique m/z : 7352.9 , meisse observ6e m/z : 7338.3. 

Exemple 3 : preparation d'un support pour la svnthese d'oligonucleotides 
20 3.1 Svnthese du sel de triethvlammonium du l-r3-0-fp.p -dimethoxytritynpropvll-r- 
[3'-0»fsuccinate)propvnferroc6ne 8 



o 




o 



25 

On aagite 149 mg (247 ^mol, 1 eq.) de l-[3-0-(p,p -dimethoxytrityl)propyl]-^- 
[3'-hydroxypropyI]ferrocene 5,67 mg (667 jamol, 2,7 eq.) d'anhydride succinique et 
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7 mg (25 |imoU 0,1 eq.) de 4-MA^dimethylaminopyridine (DMAP), avec 180mL (1,3 
mmol, 5,3 eq.) de tri6thylamine dans 2 mL de dichloromethane anhydre sous 
atmosphere inerte. Au bout de 3h, le melange r6actionnel a 6t6 partitionne entre du 
bicarbonate de sodium aqueux (3 X lOmL) et du dichloromethane (40 mL). On a s6che 
5 les phases organiques sur du sulfate de sodium, on les a filtrees et fait evaporer et 
purifiees sur colonne de gel de silice (gradient de MeOH dans CH2CI2) pour donner 160 
mg (198 jimol, 80 %) de produit d6sir6. 

Rf (2% MeOH/CHaCb) = 0,8 
10 RMN *H : 5ppm (CDCI3) = 7,34 (m, 9H, DMTr) ; 6,82 (m, 4H,DMTr) ; 4,12 (t, 2H, 
J=6,36 Hz, -C//2OCOCH2-) ; 3,96 (m, 8H, ferrocene) ; 3,79 (s, 6H, 2XOC/fi) ; 3,08 
(m, 8H, -C//rO-DMTr) ; 2,64 (m, 4H, O-CO-C//2-C//2-COO ) ; 2,42 (m, 4H, 2XC/6- 
Ferrocene) ; 1,82 (m, 4H, 2X-CH2-C//2-CH2-). 

15 3.2 Fixation sur un support de type LCAA-CPG (Long Chain Alkvl Amin- Controled 
Pore Glass) *~ 




o 



NH, B LCAA-CPG 

On a mis sous agitation mecanique dans 3 mL d*un melange 
pyridine/dichloromethane (1 : 2), pendant 48 h, 40,3 mg (50 jimol) du sel de 
triethylammonium du l-[(p,p '-dimethoxytrityl)propanol]-r-(propanol succinate) 
ferrocene obtenu ci-dessus, 500 mg du support LCAA-CPG (500 A), 600mg (3 mmol) 
25 de dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 40 mg (0,32 mmol) de dimethylaminopyrridine 




wo 03/068787 



PCT/FR03/00484 



30 

(DMAP) et 210 jiL (1,5 mmol) de triethylamine. On a ensuite filtre les billes de silice et 
on les a lavees successivement avec de la pyridine, du dichloromethane, du methanol, 
du dichloromethane et de Tether (50 mL de chaque). 

On a ensuite masque les fonctions NH2 r^siduelles en faisant reagir 1 mL 

5 anhydride acetique en presence de 1 mL de pyridine et de 20 mg de DMAP sur les 
biiles de CPG pendant 2 h. On a ensuite filtre les billes et on les a rincees 
successivement avec du dichloromethane, du methanol, du dichloromethane et de 
Tether (25 mL de chaque). On les a sech6es sous vide pousse jusqu'a ce que 
Techantillon atteigne un poids constant. 

10 On a estime la fonctionnalisation du support en dosant le cation 

dimethoxytrityle relargue apres avoir soumis un aliquote de support a un traitement 
acide. On a obtenu une fonctioimalisation de 0,1 ^imol/mg. 
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REVENDICATIONS 



1 . M6talloc6ne bifonctionnalis6 de formule gen6rale (I) : 



R 



Me 



5 




.Z ^1 



(I) 



dans laquelle 

- Me represente un metal de transition, de pr6f6rence choisi parmi Fe, Ru et Os, 

- Y et Z, identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et -(CH2)q- 
CONH-(CH2)rO-, ou bien 

10 - y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rC00-, 

- n est im nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p est un nombre entier compris entre 1 et 4, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 
15 - s est un nombre entier compris entre 2 et 5, 

- 1 est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- R et R' repr^sentent des atomes d'hydrogene ou sont des groupements protecteurs 
utilises dans la synthese des oligonucleotides et des peptides, etant entendu que Tun au 
nioins de R ou R' est un groupement protecteur utilise dans la synthase des 

20 oligonucleotides et des peptides et que R et R'sont tels que definis ci-apres : 

(i) lorsque Z et Y sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et 
-(CH2)q-CONH-(CH2)rO-, alors R et R' sont des groupements protecteurs utilises dans 
la synthese des oligonucleotides, et R est un groupement susceptible de laisser un 
groupement hydroxyle libre apres deprotection, de preference un groupement 

25 photolabile, le monomethoxytrityle, le dimethoxytrityle, le ^err-bulyldimethylsilyle, 
I'acetyle ou le trifluoroacetyle, et R' est un groupement phosphore susceptible de r^agir 
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avec un groupement hydroxyle libre, de preference un groupement phosphodiester, 
phosphoramidite ou H-phosphonate et 

(ii) lorsque Y est -(CH2)s-NH- et Z est -(CH2)rCOO-, alors R est un groupement 
protecteur utilise dans la synthese des peptides et represente un groupement protecteur 
5 des amines, de preference le 9-fluorenyloxycarbonyle, le rer/-butoxycarbonyle ou le 
benzyloxycarbonyle, et R* represente un atome d'hydrogene. 

2. Metallocene selon la revendication 1, caracterise en ce que Me est le fer. 

10 3. Metallocene selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Y et 

Z sont choisis parmi -(CH2)n-0-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p- et .(CH2)q-CONH-(CH2)rO-. 

4. Metallocene selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Y et Z 
sont chacun -(CH2)n-0-, n etant egal a 3. 

15 

5. Metallocene selon Tune des revendications I a 3, caracterise en ce que Y et Z 
sont chacun -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-, p etant egal a 2. 

6. Metallocene selon I'xine des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Y est 
20 -(CH2)s-NH-, Z est -(CH2)rCOO-. 

7. Metallocene selon la revendication 6, caracterise en ce que s est egal i 3 et t 
est egal a 4, 

25 8. Procede de preparation d'un metallocene de forniule (I) selon Tune 

quelconque des revendications 3 a 5, caracteris6 en ce qu'il comprend les Stapes 
suivantes : 

- une etape de protection d'un des groupements hydroxyle d'un compost de 
formule generale (II) : 
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dans laquelle Me est tel que defini dans les revendications precedentes, 

Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 

5 (CH2)q-CONH-(CH2)r, n, q et r sont tels que definis tels que definis dans les 
revendications precedentes, et p* est un nombre entier compris entre 0 et 3, 
par fixation d'un groupement susceptible de laisser un groupement hydroxyle libre 
apres deprotection, de preference choisi parmi un groupement photolabile, le 
monomethoxytrityle, le dimetiioxytrityle, le ^er/-butyldimethylsilyle, Tacetyle et le 

10 trifluoroacetyle, et 

- une etape de condensation, sur Tautre groupement hydroxyle laisse libre, 
d'lm groupement phosphore susceptible de reagir avec un groupement hydroxyle libre, 
de preference choisi parmi les groupements phosphodiester, phosphoramidite et H- 
phosphonate. 

15 

9. Procede de preparation d'un metallocene de formule (I) selon Tune des 
revendications 6 ou 7, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- une etape de protection du groupement NH2 d'un compose de formule generale 

(ni): 



20 




dans laquelle 

- Me est tel que defini pr6cedemment. 
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-Vest -(CH2)s- et 
-Z^'est -(CH2)r, 

- s et t etant tels que definis precedemment, * 

pai' fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apres 
deprotection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et le benzyloxycarbonyle. 

10. Bis(hydroxy)m6tallocene de formule generate (II) : 



dans laquelle 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

Y' et Z\ identiques, sont choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 

(CH2)q-CONH-(CH2)r-, 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p' est un nombre entier compris entre 0 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

etant entendu que lorsque Me est Fe ou Ru et que Y' et Z' sont -(CH2)n-, alors n est 5 et 
lorsque Me est Fe et que Y' et Z' sont -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p-(CH2)-, alors p' est 0. 

1 1. Bis{hydroxj')metallocene selon la revendication 10, caracterise en ce que Me 
est le fer. 

12. Bis(hydroxy)m6talloc6ne selon la revendication 10, caracterise en ce que Y' 
et Z' sont chacun -(CH2)n-, n etant egal k 3. 




Me 
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- Y" est -(CH2)s- et 
-Z"est -(CHz),-, 

- s et 1 6tant tels que definis precedemment, ' 

par fixation d'un groupement susceptible de laisser une fonction amine libre apr^s 
5 deprotection, de preference choisi parmi le 9-fluorenyloxycarbonyle, le tert- 
butoxycarbonyle et ie benzyloxycarbonyle. 



10 



10. Bis(hydroxy)m6talloc6ne de fonnule gdn^rale (II) 



Y* — OH 




Me 

OH 



(H) 



dans laquelle 

- Me est un metal de transition, de preference choisi parmi Fe, Ru et Os, 

Y' et Z\ identiques, sent choisis parmi -(CH2)n-, -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'.(CH2)2- et - 
1 5 (CH2)q-CONH-(CH2)r , 

- n est un nombre entier compris entre 3 et 6, 

- p* est un nombre entier compris entre 0 et 3, 

- q est un nombre entier compris entre 0 et 2 et 

- r est un nombre entier compris entre 0 et 2, 

20 etant entendu que lorsque Me est Fe ou Ru et que Y' et Z' sont -(CH2)n-, alors n est 5 et 
lorsque Me est Fe et que Y' et Z' sont -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p'-(CH2)-, alors p' est 0. 



1 1 . Bis(hydroxy)metallocene selon la revendication 10, caracterise en ce que Me 
est le fer. 

25 

12. Bis(hydroxy)metallocene selon la revendication 10, caracterise en ce que Y' 
et Z' sont chacun -(CH2)n-, n 6tant egal k 3. 
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13. Bis(hydroxy)metalloctoe selon Tune des revendications 10 ou 11, 
caracterise en ce que Y' et T sont chacun -(CH2)-0-[(CH2)2-0]p -(CH2)2-, p' etant egal 
aO. 

5 

14. Precede de marquage d'un oligonucleotide par un metallocene 
bifonctionnalise de formule (I) selon Tune quelconque des revendications 3 a 5, 
caracterise en ce quMl comprend la substitution d'un ou plusieurs synthons de 
nucleotides par un ou plusieurs desdits metal locenes de formule (I) dans laquelle R et 

10 R' sont des groupements protecteurs utilises dans la synthese des oligonucleotides, dans 
le cycle de synthese dudit oligonucleotide. 

15. Procede selon la revendication 14, caracteris6 en ce que la substitution est 
effectuee en positions 3' ou 5' en remplacement du ou des premiers ou demiers 

15 nucleotides, respectivement. 

16. Procede de marquage d'un peptide par un metallocene bifonctiormalise de 
formule (I) selon Tune des revendications 6 ou 7, caracterise en ce qu'il comprend la 
substitution d'un ou plusieurs synthons d'acides amines par un ou plusieurs desdits 

20 metal locenes de formule (I) dans laquelle R represente un groupement protecteur des 
amines et R' represente un atome d'hydrogdne, dans le cycle de synthase dudit peptide. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que la substitution est 
effectuee aux extremites C-terminale ou N-terminale en remplacement des premiers ou 

25 derniers acides amines, respectivement. 

1 8. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 17, caracteris6 en ce 
qu'au moins deux substitutions consecutives sont effectuees. 



30 19. Oligonucleotides marques caracterises en ce qu'ils sont susceptibles d'etre 

obtenus par le procede de marquage selon I'une des revendications 14 ou 15, 
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20. Oligonucleotides marques caracterises en ce qu'au moins Tun des 
nucleosides le constituant est substitu6 par un bis(hydroxy)metallocene de formule 
generale (II) selon Tune des revendications 10 a 13. 

5 

21. Oligonucleotides marques selon Tune des revendications 19 ou 20, 
caracterises en ce quMls comportent au moins bis(hydroxy)metalloc6ne de formule 
generale (II) en position 3' ou 5'. 

10 22. Peptides marques caracterises en ce qu'ils sont susceptibles d'etre obtenus 

par le procede selon Tune quelconque des revendications 16 a 18. 

23. Peptides marques caracterises en ce que au moins Tun des peptides les 
constituant est substitue par un metallocene bifonctionnalise de formule (III) tel que 
15 defini dans la revendication 9. 



24. Peptides selon Tune des revendications 22 ou 23, caracterises en ce qu'ils 
comportent au moins un metallocene bifonctionnalise de formule (HI) aux extremites 
C-terminale ou N-terminale. 

25. Support de synthase d'oligonucleotides, caracterise en ce que au moins un 
metallocene de formule (I) selon Tune des revendications 1 a 7 est grefiG6 sur ledit 
support par reaction covalente de Tune des ses extremites fonctiomialisees. 



25 
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